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論文内容要旨
 前庭に於けるdarkcellは,高K,低Naの内リンパ液のイオン組成の形成・維持に関わって
 おり,従ってその細胞膜ではイオン輸送が活発に行われていると考えられている。
 Gerbi1の半規管膨大部のdarkce11をinvitroで頂側・基底側共に灌流し,外液の浸透圧変化
 に対する細胞の体積変化を,細胞高を指標として観察し,イオン輸送との関係を調べた。
 細胞が外液の浸透圧変化に対して浸透圧計と同様に反応するなら,外液の浸透圧を52%にし
 た時細胞の体積は1.9倍になるはずである。だが,darkce11では10%未満の体積増加が観察さ
 れるのみであり,強力な体積調節機構が存在している。この現象は,一般にregulatoryvolume
 decrease(RVD)等と呼ばれており,脊椎動物の細胞の多くにおいてはK+およびCrが細胞外
 に放出され,それに伴って水も出ていくことによるとされている。
 この機構について,外液のイオン組成を様々に変え,あるいはイオン輸送の阻害剤を用いて検
 討した。その結果,darkce11のRVDに関して以下の所見が得られた。
 1)Na+は不必要だが,K+とCl一は必要である。
 2)外液のK+濃度およびC1一濃度に依存し,それらが低いほどRVDは強く,逆の場合はRVD
 が抑制されて大きな体積増加が見られた。
 3)イオン選択性について,陽イオンではK+=Rb+>Cs+〉Na+=NMDG+(N-methyl-D-
 glucamine)の順に浸透しやすいという結果になった。一方陰イオンの選択性はCr-SCN一
 =NOゴ》gluconate一の順であった。
 4)3.6mMK+の条件下で,
 。Na+一K+ATPaseの阻害剤ouabainで抑制された。
 ・Cotranspor七ersに対する阻害剤であるbumetanideおよび炭酸脱水素酵素阻害剤の
 eむhoxyzolamideでは阻害されなかった。
 ・K+一channe1阻害剤のbariumとquinidineでは初めの10-20秒間のみ抑制されたが,
 1idocaineでは持続的に著明に抑制された。
 ・低温(7℃)によっても抑制された。
 5)50mMK+の条件下では,
 ・K+一channe1阻害剤の七etraethylammonium(TEA)では阻害されなかった。
 ・同じくbariumでも阻害されず,低浸透圧負荷の前からbariumを与えるとむしろ促進された。
 ・K+一channel阻害剤のquinidineでは抑制された。
 ・同じくIidocaineでも抑制されたが,低浸透圧負荷の前から与えると促進と抑制の重なった挙
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 動を示した。
 。4-acetamido-4-iso七hiocyanatostilbene-2,2㌧disulfonicacid(SITS)および4,4'一
 diisothiocyanatos七ilbene-2,2'一disulfonicacid(DIDS)により阻害された。これらstilbenes
 はここではC1一一channel阻害剤として働いていると考えられた。
 ・C1一一channel阻害剤の5-nitro-2(3-phenylpropylamino)一benzoicacid(NPPB)では阻害され
 なかった。
 ・炭酸脱水素酵素阻害剤acetazolamideおよびより脂溶性のethoxyzolamideでも抑制は見られ
 なかった。
 ・Na+一H+exchangerあるいはNa+channelの阻害剤であるamilorideでは,影響されなかった。
 以上の結果より,darkce11のRVDは,barium,quinidine,1idocaine等に感受性のK÷
 chame1と,SITSおよびDIDSに感受性のCrchanne1によってKC1が細胞外に放出されるこ
 とによって起こると考えられた。これらのchannelは,定常状態で働いているものとは別のもの
 であり,低浸透圧負荷によって活性化されるものと考えられた。関与するK+channe1が1種類
 ではない可能性も示唆された。
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 審査結果の要旨
 志賀論文では,内耳前庭膜迷路の内リンパ液の恒常性を維持するために重要な役割を果たして
 いるdarkce11(暗細胞)の細胞膜イオン輸送機構を明らかにするために,mongoliangerbi1
 (4-19週齢)を用いて行った実験結果について報告している。gerbi1の半規管膨大部のdark
 ceHをまnvitroで頂側・基底側共に灌流し,外液の浸透圧変化に対する細胞の体積変化を,細胞
 高を指標として観察し,イオン輸送との関係を調べた。通常,脊椎動物の細胞の多くは,いわゆ
 るregulatoryvolumedecrease(RVD)と呼ばれる強力な体積調節機構を有しているが,dark
 ce11におけるRVDについての詳細は不明であった。そこで,外液のイオン組成を変化させたり,
 イオン輸送の阻害剤を用いてdarkce11のRVDについて検討し,以下の結果を得た。
 1)Na+は不必要だが,K+とCl一は必要である。2)外液のK+濃度およびCl一濃度に依存
 し,それらが低いほどRVDは強く,逆の場合はRVDが抑制されて大きな体積増加が見られた。
 3)イオン選択性について,陽イオンではK+凱Rb+>CS+〉Na+=NMDG+の順に透過しやす
 いという結果になった。一方,イオンの選択性はCl一一SCN一==NO3一》gulconate一の順で
 あった。4)3.6mMK+の条件下で,ouabainで抑制され,bumetanide,ethoxyzolamideで
 は阻害されずbarium,quまnidineでは始めの10-20秒間のみ抑制され,lidocaineでは持続的
 に阻害された。また,低温(摂氏7度)でも抑制された。5)50mMK+の条件下では,
 七eむrae七hylammoniumでは阻害されず,quin面neでは阻害された。bariumでは阻害されない
 が低浸透圧負荷前からbariumを与えるとむしろ促進された。同様に,1idocaineの抑制は負荷
 前から与えると促進と抑制の重なった挙動を示した。C1-channe1阻害剤のSITS,DIDSでは阻
 害されるが,NPPBでは阻害されなかった。また,acetazolamide,eLhoxyzolamide,amiloride
 では,それぞれ抑制は見られなかった。
 以上の諸結果から,darkce11のRVDはbarium,quinidine,lidocaine等に感受性のK+
 channe1と,STSおよびDIDSに感受性のCrchanne1によってKC1が細胞外に放出されること
 によって起こるものと結論した。さらに,これらのchannelは定常状態で機能しているものとは
 異なり,低浸透圧負荷によって初めて活性化されるものであり,関与するK+channelは複数存
 在する可能性があると推論した。これらの新知見により本論文は学位に値するものと判定した。
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